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© LIPOSOMES COMPRENANT DE LA FHA ET LEURS UTILISATIONS A TITRE DE VACCINS, ET UTILISATION 
DE LA FHA POUR LA STIMULATION DE REPONSES IMMUNITAIRES. 

(§7) Liposomes contenant au moins une partie de la protei- 
ne FHA et au moins une proteine heterologue a la proteine 
FHA, et utilisation de la FHA pour la stimulation de reponses 
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La presente invention est relative a une souche de Bordetella 
deficiente dans la production de toxines et exprimant une proteine hybride. 

Elle concerne en outre des liposomes comprenant au moins une proteine 
heterologue et au moins une partie de la proteine FHA (hemagglutinine 
filamenteuse). 

Elle est de plus relative a leurs utilisations immunoprophylactiques et/ou 
therapeutiques, et en particulier a litre de vaccins. 

Elle a pour autre objet I'utilisation de la FHA pour la stimulation de la 
reponse immunitaire: 

La coqueluche, dont I'agent majoritairement responsable est la bacterie 
Gram negative Bordetella pertussis, reste une maladie infectieuse d'actualite dans 
le monde. Plus de 50 millions de cas sont declares chaque annee et la mortalite est 
estimee a 500 000 deces par an, principalement chez les nourrissons. La mortalite 
est notamment elevee dans les pays en voie de developpement ou la vaccination 
est insuffisante et ou la coqueluche represente une des causes majeures de 
mortalite infantile. L'introduction de vaccins cellulaires, composes de B. pertussis 
inactivees chimiquement ou par la chaleur a entraine une reduction spectaculaire 
de I'incidence de la coqueluche. Cependant, des limitations concernant leur 
utilisation sont apparues au cours de ces deux dernieres decennies. Plusieurs 
rapports ont ainsi emis I'hypothese d'une relation entre I'administration du vaccin 
cellulaire contre la coqueluche et certains effets secondaires graves. 

De plus, la necessite d'administrer plusieurs doses vaccinales pour 
obtenir une protection optimale, la variability dans I'efficacite des differents lots*de 
vaccins, et la resurgence de !a maladie chez les adultes due a un affaiblissement 
au cours du temps de I'immunite post-vaccinale en I'absence de rappels tardifs sont 
autant d'inconvenients qui ont mene au developpement de vaccins acellulaires. 
Neanmoins, les antigenes protecteurs composant ces vaccins de nouvelle 
generation, generalement qualifies de plus efficaces, plus surs et plus 
immunogenes que les vaccins cellulaires, n'ont pas ete encore clairement definis, 
et de multiples injections sont toujours necessaires. De plus, les correlations 
serologiques avec la protection chez les enfants n'ont toujours pas ete 
determinees. Enfin, le cout de production de ces vaccins se revele plus eleve que 
celui des precedents, ce qui represente un probteme important pour les pays en 
voie de developpement qui sont les plus demandeurs. 
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D'autre part, il a ete demontre que I'infection naturelle par B. pertussis 
entraine une protection a long terme, alors que celle induite par la vaccination est 
d'une duree limitee (Bass, J.W. et al. 1987. Pediatr. Infect Dis. J. 6:141-144; 
Jenkinson, D. 1988. Br. Med. J. 296:612-614). Les raisons de cette difference ne 

5 sont pas claires, ce qui illustre le manque de connaissances concernant les 
mecanismes immunitaires impliques dans chaque cas. Une des explications 
potentielles est basee sur une meilleure induction d'une memoire immunologique 
au niveau du tractus respiratoire apres une infection, cpmparee a celle obtenue 
apres une immunisation parenteral. De plus, une reponse cellulaire T de type Th1, 

10 qui pourrait jouer un role important dans I'immunite protectrice, est induite suite a 
I'infection naturelle, alors que I'immunisation avec le vaccin acellulaire se traduit 
plutot par une forte reponse Th2 (Mills, K.H.G. et al. 1993. J. Med. Microbiol. 
39:163-164). Enfin, I'infection stimule la production d'lgA contre les antigenes de B. 
pertussis dans le serum et dans les secretions, alors que ces anticorps sont 

15 rarement detectes chez les individus vaccines (Shahin, R. et al. 1992. In J.E. Ciardi 
et al. Eds. Genetically Engineered Vaccines. Plenum Pres N.Y.). 

L'ensemble de ces observations laisse penser qu'une protection de 
longue duree contre la coqueluche serait davantage obtenue par une vaccination a 
I'aide de bacteries vivantes attenuees administrees au niveau des muqueuses 

20 respiratoires, portes d'entrees naturelles durant Tinfection par B. pertussis . De 
precedents travaux ont montre que ['immunisation de souris avec des souches 
vivantes attenuees, spontanees (Vesselinova-Jenkins, C.K. 1985. Dev. Biol. Stand. 
61:517-524) ou aroA (Roberts, F. et al. 1990. Infect. Immun. 58:732-739), de B. 
pertussis protege contre une seconde infection. Cependant, ces .souches ont 

25 I'inconvenient d'etre mal caracterisees et de conserver une certaine toxicite, ou 
d'avoir perdu en grande partie leur capacite de colonisation et de necessiter ainsi 
plusieurs administrations pour induire une immunite protectrice efficace. 

La toxine de 6. pertussis est une proteine oligomerique composee de cinq 
sous-unites appelees S1 a S5 Elle peut etre sous-divisee en deux grands 

30 domaines, appeles le protomere A (composee de S1) et Toligomere B (compose de 
S2 a S5). L'oligomere B est responsable de Interaction de la toxine avec ses 
recepteurs a la surface des cellules cibles et le protomere A ( ou S1) est injecte 
dans la cellule cible et y exprime une activite enzymatique d'ADP-ribosyltransferase 
(Tamura et al,, Biochemistry 21, 5516-5522, 1982). Les genes codant les cinq 
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sous-unites ont ete clones et sequences (Locht et Keith, Science 232, 
1258-1264, 1986) et la structure cristalline a ete etablie (Stein et al., Structure 2, 
45-47, 1994). Plusieurs mutations dans le gene de la toxine ont ete decrits comme 
etant responsables de I'inactivation genetique de cette molecule. Ces mutations 
peuvent se trouver dans le gene de S1 (revue, voir Locht et Antoine. Biochimie 77, 
333-340, 1995) et/ou dans les genes codant I'oligomere B (voir comme exemple 
Lobet et al. J. Exp. Med. 177, 79-87, 1993). La toxine peut etre mise en evidence 
par reactivite immunologique avec des anticorps polyclonaux ou monoclonaux, tels 
que par exemple I'anticorps 1B7 mentionne ci-dessous, ou par son activite 
biologique, tel que Pactivite sur les cellules « Chinese Hamster Ovary » comme 
decrit par Hewlett et al. (Infect. Immun. 40, 1 198-1203, 1983). 

La FHA est Tadhesine majeure produite et secretee par B. pertussis, (pour 
revue voir Locht et ai, Mol. Microbiol., 9,' 653-660, 1993). Le gene de structure de la 
FHA, appele fhaB, a ete clone (Brown, D.R. et aL 1987. Infect. Immun. 55:154-161; 
Relman, D.A. et al. 1989. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 86:2637-2641; Delisse- 
Gathoye, A.M. et al. 1990. Infect. Immun. 58:2895-2905) et code pour un 
precurseur (FHAB) d'environ 367 kDa. La forme mature (220 kDa) correspond aux 
deux tiers N-terminaux de FHAB et possede une structure dite .« en epingle a 
cheveux » (Makhov et al, J. Mol. Biol., 241, 110-124, 1994). Bien que la partie C- 
terminale de FHAB ne soit pas presente dans la forme mature, elle possede des 
caracteristiques interessantes telles que plusieurs regions reputees riches en 
proline et un site RGD. De plus, cette partie C-terminale du precurseur semble 
jouer un role important dans la secretion de la FHA. En aval de la region N- 
terminale de la FHA se trouve deux regions repetees, respectivement A et B, 
suivi'es par un site sensible a la proteolyse et par une sequence RGD. Le site de 
maturation de FHAB est situe a environ 1000 acides amines en aval de cette 
sequence RGD. Le domaine N-terminal de FHAB joue un role essentiel dans la 
secretion de la proteine mature puisqu'une deletion en phase de cette region 
semble totalement inhiber la biogenese de la FHA. La secretion de la FHA depend 
d'une proteine accessoire denommee FhaC, presente au niveau de la membrane . 
externe de 8. pertussis . Cette proteine est codee par le gene FhaC localise en 
aval de FhaB et separe de ce dernier par trois autres genes, fimB, fimC et fimD, 
codant pour les fimbriae. Un mecanisme de secretion de la FHA impliquant un 
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clivage puis une modification de la partie N-terminale de FHAB, suivie d'une 
interaction entre cette region et la proteine accessoire FHAC a ete propose. 

La variete des mecanismes de fixation de la FHA permet I'adherence de 
fi. pertussis a des nombreux types de cellules eucaryotes. Bien que la toxine de 6. 
pertussis soit impliquee dans I'adherence de la bacterie aux cellules epitheliales du 
tractus respiratoire, la FHA joue un role preponderant dans cette interaction. La ■ 
FHA peut interagir avec des glycoconjugues et le domaine de reconnaissance des 
carbohydrates a ete identifie dans la region de la FHA delimitee par les acides 
amines 1141 a 1279, qui correspondait a la boucle de la structure « en epingle a 
cheveux» qui contient deja le site RGD en position 1097-1099. La FHA est 
egalement I'adhesine majeure impliquee dans le mecanisme d'adherence de fl. 
pertussis aux cellules epitheliales non ciliees. Une activite de fixation de cette 
molecule sur I'heparine, glycosaminoglycane, sulfate present en quantite non 
negligeable dans le mucus bronchique ainsi que dans la matrice extracellulaire et a 
la surface de nombreuses cellules epitheliales, est responsable de I'adherence de 
la bacterie sur ces cellules. Des etudes recentes mettent en evidence un site de 
fixation a I'heparine specifique localise dans la region N-terminale de la FHA, 
probablement dans la region comprise entre les acides amines 442 et,863 (Hannah 
et al„ Infect. Immun, 62, 5010-5019, 1994). 

En plus.de cette activite d'adherence sur les cellules epitheliales ciliees et 
non-ciliees, la FHA est capable de se lier specifiquement au CR3 (CD11b/CD18, 
aMb2) present sur les macrophages et les monocytes (Relman et al, Cell, 61, 1375- 

■ 

1382, 1990). Cette fixation de S. pertussis, via la FHA, au CR3 permet 
Tinternalisation des bacteries dans les macrophages par une voie n'engendrant pas 
de catabolisme oxydatif. 

De par son importance dans I'adherence de B.pertussis a differents types 
cellulaires, la FHA a ete consideree comme un antigene majeur pour la vaccination 
contre la coqueluche. ^administration d'un vaccin cellulaire a des souris ou a des 
enfants entraine la production d'anticorps anti-FHA dans leur serum. De plus, la 
vaccination d'enfants ages de 18 mois avec un vaccin acellulaire induit des taux 
eleves d'anticorps anti-FHA ainsi qu'une reponse cellulaire T specifique. Ces 
caracteristiques immunes sont retrouvees chez les personnes convalescentes 
apres une coqueluche. 
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Cependant, le profil isotopique de la reponse anti-FHA chez des 
enfants ayant regu le vaccin cellulaire differe de celui des individus atteints par la 
coqueluche. Mors que le taux d'immunoglobulines G (IgG) serique specifique est 
similaire, la reponse IgA2 anti-FHA est plus importante chez les malades que 
chez les personnes vaccinees. Cette difference est encore plus marquee au niveau 
des secretions nasopharyngees et de la salive ou Ton observe une augmentation 
du taux d'lgA anti-FHA chez la plupart des malades plusieurs semaines apres le 
debut des symptomes. De maniere similaire, on retrouve des taux eleves d'lgA anti- 
FHA dans les secretions nasales de souris infectees avec la souche virulente de R 
pertussis et ce, sur une periode allant jusqu'a 26 semaines apres Tinfection. Une 
reponse immune, a la fois IgAs et IgG, contre la FHA peut egalement etre obtenue 
dans les voies respiratoires de la souris apres vaccination intranasal avec de la 
FHA purifiee. 

Des epitopes de bellules B et T potentieilement protectees ont ete 
localises sur la FHA. Une region immunodominante a ainsi ete determinee dans la 
region C-terminale de la FHA mature. Elle est reconnue par les cellules B murines 
et par les lymphocytes T CD4+ humains qui reconnaissent egalement la partie N- 
terminale de la FHA. 

Des proteines de fusion recombinantes comprenant une partie de la FHA 
et des peptides heterologues ont ete decrits dans la demande FR 94 04 661 (N° de 
publication 2.718.750) (INSTITUT PASTEUR, INSTITUT PASTEUR DE LILLE, 
INSERM). Dans cette demande, des ADN recombinants cqntenant une sequence 
codant pour un polypeptide heterologue, fusionnee dans le meme cadre de lecture 
a une sequence codant pour une partie au moins du precurseur de la FHA, sont 
prepares et exprimes dans des cultures cellulaires, en particulier des cultures de 
Bordetella detdxifiees ou attenuees. 

L'un des objectifs de cette demande est Texposition du peptide 
recombinant a la surface de cellules procaryotes, notamment a des fins de 
vaccination. On notera que la detoxification, ou I'attenuation, de cellules 
recombinantes n'est mentionnee q^a titre accessoire, et que par ailleurs aucun 
exemple ou aucun mode de mise en oeuvre particulier ne vient illustrer cette 
eventualite. En particulier, cette demande ne precise pas de quelle maniere les 
cellules sont detoxifiees ou attenuees. 
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II ressort done de I'analyse de I'etat de la technique que Ton ne 
connaissait des moyens de vaccination centre la coqueluche, mais qu'ils 
induisaient des effets secondaires. 

Le demandeur s'est done attache a trouver des moyens de vaccination 
5 contre la coqueluche, mais aussi contre d'autres agents pathogenes, depourvus 
d'effets secondaires, faciles a mettre en oeuvre et pouvant etre produits a faible 
cout. 

II a tout d'abord montre de maniere surprenante que radministration 
intranasal d'une souche depourvue du gene de la toxine de B. pertussis induit 
10 une production elevee d'anticorps diriges contre I'hemagglutinine filamenteuse 
(FHA), et qu'il est ainsi possible de stimuler la reponse immunitaire contre un 
antigene heterologue fusionne a la FHA. 

II a d'autre part montre que la FHA, integree dans des liposomes 
contenant d'autres peptides presentant des epitopes, permet d'ameliorer la fixation 
15 de ces liposomes sur les muqueuses des voies respiratoires. 

II a enfin montre que la FHA presentait de maniere generate des 
proprietes immunostimulantes. 

La presente invention est done tout d'abord relative a une souche de 
Bordetella deficiente dans la production de toxine et exprimant une proteine hybride 
20 comprenant au moins une partie de I'hemagglutinine filamenteuse (FHA) et au 
moins une partie d'une proteine heterologue vis-a-vis de la FHA. 

. De maniere avantageuse la souche de Bordetella a ete rendue deficiente 
dans la production de toxine par elimination ou par deletion, au moins 
partiellement, ou par mutation, du gene codant pour la toxine afin de produire une 
25 toxine inactive. Un tel gene peut etre en particulier celui codant pour la toxine de S. 
pertussis, ou toute proteine presentant une similarity de structure ou de fonction 
avec la toxine de cette espece. II peut etre aussi celui codant pour la toxine 
hemolysine/adenylate cyclase ou la toxine dermonecrotique exprimees par des 
souches de Bordetella ou pour des proteines presentant des similarites de structure 
30 ou de fonction. 

La souche de Bordetella peut etre deficiente dans la production d'une ou 
plusieurs de ces toxines. 

De maniere avantageuse, la proteine heterologue constituant une partie 
de la proteine hybride, comprend au moins un epitope d'une proteine susceptible 
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d'etre exprimee par des agents pathogenes lors d'affections des voies 
respiratoires superieures ou inferieures, 

Ainsi, ladite proteine hybride peut comprendre une partie de la proteine 
FHA et une partie de la proteine Sm28GST de Schistosoma /nansoni. Cette 
5 proteine particulierepeut etre exprimee dans une souche de Tespece B. pertussis, 
et etre en particulier la souche BPNX deposee sous le n° 1-1 770 le 8 Octobre 1996 
aupres de la. Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de I'lnstitut 
Pasteur (CNCM). 

Une souche selon la presente invention peut etre obtenue par elimination 
10 du gene de la toxine du genome rfune souche virulente exprimant ladite proteine 
hybride, ou par deletion partielle ou par mutation afin de produire une toxine 
inactive. 

[.'elimination peut etre effectuee par toute methode connue de I'homme du 
metier, et en particulier par croisement de la souche virulente avec une souche 

15 mobilisante, puis par selection, a I'aide de marqueurs adaptes en fonction des 
souches, des cellules ayant perdu le gene de la toxine. Une telle perte de la 
capacite de la souche virulente a exprimer la toxine resulte d'un double evenement 
de recombinaison homologue entre la souche virulente et un plasmide de la souche 
mobilisante. L'homme du metier peut se referer pour I'obtention de souches 

20 attenuees a la methode decrite par Antoine et Locht (1990, Infect. Immun, 58, 
1518-1526). 

Les caracteristiques des souches deficientes dans Ja production de toxine, 
ainsi selectionnees, peuvent etre verifiees par differentes techniques, en particulier 
par Western-blot. 

25 " Les souches virulentes exprimant la proteine hybride peuvent etre 

obtenues par les techniques connues de I'homme du metier, et en particulier 
peuvent etre obtenues comme decrit dans la demande FR-94 04 661 mentionnee 
ci-dessus, et dont le contenu est inclus a la presente demande par reference. Les 
ADN recombinants comprenant d'une part une sequence codant pour un peptide 

30 heterologue et d'autre part une sequence codant pour une partie de la FHA sont 
obtenus par les methodes connues de I'homme du metier, et en particulier comme 
decrit dans I'exemple V de la demande FR 94 04 661. Cet exemple aboutit a la 
fusion de la region 190-211 de la glutathion-S-transferase de 28 kDa (Sm28GST) 
de Schistosoma mansoni, avec la proteine FHA tronquee. Les ADN recombinants 
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codant pour les proteines hybrides sont selectionnes, leur sequence est verifiee, 
selon des methodes connues de rhomme du metier, puis ils sont transferes dans 
des cellules de Bordetella . 

L'homme du metier pourra eventuellement se referer, pour la mise en 

5 oeuvre de la presente invention, a des manuels generaux ayant trait a ces 
techniques, et en particulier au manuel suivant : Maniatis et al., 1982, Molecular 
Cloning: Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor 
New York, USA, ou a Tune de ses recentes renditions. 

II va de soi que la presente invention n'est pas limitee a des souches de 

10 . Bordetella pertussis, mais s'applique a toute espece de Bordetella, en particulier 
celles infectieuses pour rhomme, notamment B.parapertussis, ou B.bronchiseptica, 
ou encore a des Bordetella infectieuses pour des animaux, notamment les souches 
de Bordetella bronchiseptica infectieuses pour le chien ou le pore ou les souches 
de B. avium pour les oiseaux. 

15 La proteine heterologue, dont la sequence est comprise dans la proteine 

hybride, peut etre toute sequence proteine antigenique, en particulier des 
antigenes de Bordetella, de Shigella, de Neisseria, de Borrellia , des toxines ou 
toxoTdes diphteriques, tetaniques ou coleriques, des antigenes viraux, notamment 
de I'hepatite B , de I'hepatite C , du polyovirus ou de HIV, ou des antigenes 

20 parasitaires tels que ceux des Plasmodium, des Schistosoma ou des toxoplasmes. 
Elle peut aussi comprendre un epitope d'une proteine susceptible d'etre exprimee 
par des pathogenes lors defections mucosales ou lors d'infections systemiques. 

De telles souches peuvent etre utilisees pour la vaccination de I'etre 
humain ou d'animaux a Tencontre de divers agents pathogenes. Elles .peuvent etre 

25 en particulier administrees par voie intranasale. 

La presente invention est done en outre relative a des medicaments et a 
des vaccins contenant de telles souches, ou a des compositions pharmaceutiques 
contenant une quantite pharmacologiquement efficace de telles souches, et 
eventuellement un ou plusieurs excipients pharmacologiquement compatibles. 

30 Un autre objet de la presente invention consiste en I'utilisation de telles 

souches pour la fabrication d'un medicament ou d'un vaccin pour le traitement des 
affections des voies respiratoires inferieures ou superieures des infections 
mucosales ou des infections systemiques. 
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On notera que les souches selon la presente invention 
presentent des activites surprenantes. En effet, comme le montrent les exemples 
qui suivent, les souches exprimant des proteines hybrides et dont le gene de ia 
toxine a ete elimine, induisent une production d'anticorps bien plus elevee que 

5 celle obtenue avec la souche parentale virulente, lorsque ces deux souches sont 
administrees par voie intranasal, ^administration intranasal, par exemple par 
vaporisation nasale, permet d'eliminer les risques de contamination lies a une 
injection a travers la peau et evite egalement la destruction des vaccins administres 
par voie orale dans I'environnement acide de I'estomac. 

10 La presente invention est en outre relative a des liposomes comprenant 

au moins une partie de la proteine FHA, ainsi qu'au moins une proteine 
heterologue a la proteine FHA. 

Une telle proteine heterologue peut etre celle composant la proteine 
hybride decrite ci-dessus. Elle peut ainsi comprendre au moins un epitope d'une 

15 proteine susceptible d'etre exprimee lors d'affections des voies respiratoires 
superieures ou inferieures. De tels liposomes peuvent etre obtenus d'une maniere 
connue par I'homme du metier, par un procede comprenant le melange de la FHA, 
de la proteine heterologue et des lipides, puis la rehydration du film lipidique. Ils 
peuvent etre utilises a des fins therapeutiques pour la fabrication de medicaments 

20 et de vaccins pour la stimulation de la reponse immunitaire a Tencontre d'un 
epitope donne. 

La presente invention est done relative a des medicaments contenant de 
tels liposomes, ainsi qu'a des compositions pharmaceutiques contenant des 
quantites pharmacologiquement efficaces de tels liposomes, ainsi 
25 qu'eventuellement des excipients pharmaceutiquement compatibles. 

La fixation de la FHA a la surface des liposomes presente I'avantage de 
cibler vers le tissu muqueux Tadministration de la proteine heterologue. La FHA va 
presenter ainsi deux actions: d'une part une action de ciblage des liposomes, due a 
une propriete d'adherence particuliere vis-a-vis des tissus muqueux , et d'autre part 
30 des proprietes immunostimulantes qui vont permettre d'augmenter la reponse 
immune a Tencontre des antigenes de la proteine heterologue. 

Cette seconde propriete de la FHAconstitue un autre, objet de la presente 
invention. 
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En consequence, la presente invention est relative a 1'utilisation de la FHA 

4 

pour la fabrication d'un medicament pour la stimulation de reponses immunitaires. 
De maniere preferentielle la FHA est associee a une molecule heterologue 
presentant un determinant antigenique ou epitope, dont elle va potentialiser 
5 Taction. 

La presente invention est illustree sans pour autant etre limitee par les 
exemples qui suivent. 

La figure 1A illustre la colonisation des poumons de souris OF1 par les 
souches de B. pertussis BPSM (PTX\ FHA 4 ), BPRA (PTX\ FHA + ), et BP347 (PTX*, 
10 FHA", PRN", Fim", AcHly*). 

La figure IB illustre quant a elle la colonisation des poumons par des 
bacteries BPSM de souris, prealablement immunisees intranasalement par les 
souches de la figure 1A ou par S. typhimurium. Trois heures apres ('infection, 3 
souris par groupe ont ete sacrifices et le nombre de B. pertussis viables estime par 
15 poumon. Les autres groupes de souris ont ete analyses une ou plusieurs semaines 
apres infection comme montre sur la figure. Les barres represented les deviations 
standard a la moyenne (SEM). 

La figure 2A represente des poumons de souris OF1 saines (1) et 7 jours 
apres administration nasale de 5 x 10 6 bacteries des souches BPSM (2), BPRA (3). 
20 Les figures 2B a 2D sont des coupes de poumons 14 jours apres 

administration intranasal de 5 x 10 6 bacteries des souches BPSM (2C) t BPRA 
(2D); le temoin correspond a des souris saines (2B). La coloration des noyaux 
cellulaires est obtenue par traitement a I'hematoxyline. 

La figure 3 illustre la reponse IgG anti-FHA 28 jours apres administration 
25 intranasal de souris OF1 par les souches BPSM, BPRA, et BP347, et 28 jours 
apres la seconde infection par BPSM (jour 63). devaluation du taux d'anticorps a 
ete determinee par ELISA pour trois souris par groupe et par temps. 

Les figures 4A a 4D represented les cinetiques de la distribution 
isotypique anti-FHA. Les serums de trois souris par temps ont ete analyses pour la 
30 presence d'anticorps anti-FHA d'isotype lgG1 (4A), lgG2a (4B), lgG2b (4C), et IgA 
(4D) par technique ELISA. 

Les figures 5A et 5B represented les cinetiques de la reponse serique 
lgG2a contre les antigenes de B. pertussis. Les serums de trois souris par temps 
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ont ete analyses pour la presence d'anticorps anti-BP347 (5A) et anti- 
BPSM (5B) par technique ELISA. 

* 

La figure 6 represente la cinetique de la reponse serique IgG anti-FHA 
apres administration des souches de B.pertussis BPSM (PTX + ), BPRA (PTX*), et 
BPDS1 (S1-; oligomere B+). Les taux d'anticorps ont ete determines par ELISA 
pour trois souris par groupe et par temps. 

La figure 7 iliustre ('analyse par Western-blot des surnageants de culture 
des souches non-recombinantes BPSM (PTX*) (puits 4) et BPRA (PTX") (pints 1) et 
des souches recombinantes exprimant la proteine FHA-Sm28GST BPGR60 (PTX + ) 
(puits 3) et BPNX (PTX*) (puits 2) en utilisant i'anticorps monoclonal 1B7 dirige 
contre la sous-unite S1 de PTX. Le puits 5 correspond au marqueur de poids 
moleculaire. 

La figure 8 represente la cinetique de la reponse serique IgG anti- 
Sm28GST apres administration intranasal a des souris OF1 de souches 
recombinantes de B.^pertussis BPGR60 (PTX + ) et BPNX (PTX). 

La figure 9 est un immunotransfert (immunoblot) de differentes 
preparations liposomales (Sm28GST seule puits 6 et 13, Sm28GST avec trois 
doses differentes de FHA 60 pg/lml (puits 3 et 10), 6 pg/ml (puits 4 et 11) et 0,6 
pg/ml (puits 5 et 12) analysees apres transfert d'un gel SDS-PAGE sur 
nitrocellulose. Les puits 1 et 8 correspondent a la Sm28GST non incluse dans des 
liposomes. Les puits 2 et 9 correspondent a la FHA non incluse dans des 
liposomes . Le puits 7 est celui du marqueur de poids moleculaire. 

Les puits 1 a 6 ont ete reveles avec un anticorps specifique pour la FHA et 
les puits 8 a 13 avec un anticorps specifique pour la Sm28GST (190-211). La 
Sm28GST dimerisee migre differemment en presence de phospholipides. La 
presence de FHA n'a pas modifie la quantite de Sm28GST incorporee aux 

■ 

liposomes. 

Les figures 10A et 10B illustrent respectivement les reponses seriques 
lgG(H+L) anti-Sm28GST et anti-FHA (pool serum 1/40 revelation 1 heure en 
ABTS). Deux instillations par voie nasale a J1 et J14 ont ete pratiquees. Les 
serums ont ete analyses a J-1 et J27, et a J36 et J43 apres une infection par S. 
pertussis qui a eu lieu a J28. 

Les figures 11A et 11B illustrent respectivement les reponses seriques IgA 
anti-Sm28GST et anti-FHA (pool serum 1/40 revelation en OPD). Deux instillations 
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par voie nasale a J1 et J14. Les serums ont ete analyses a J-1 et J27, et a J36 et 
J43 apres une infection par B. pertussis qui a eu lieu a J28. 
EXEMPLE 1 : 

Protection contre une infection par B. pertussis prealablement 
5 immunisee avec differentes souches deficientes dans la production d'un ou 
de plusieurs facteurs de virulence. 

La souche sauvage de B. pertussis BPSM (Menozzi, F.D. et al. 1994, 
Infect. Immunol., 62, 769-778) a ete utilisee comme reference pour la protection 
. contre une seconde infection avec BPSM. L'efficacite de la souche BPRA (Antoine 

10 R. et al. 1990. Infect. Immun. 58:1518-1526), deficiente dans la production de la 
toxine de pertussis (PTX) a ete comparee a la souche BP347, possedant une 
insertion du transposon Tn5 dans son genome : entrainant une incapacity d'exprimer 
les facteurs de virulence tels que la PTX, la toxine adenylate-cyclase (Ac-Hly), les 
fimbriae, la pertactine et la FHA (Weiss, AA et al. 1983. Infect. Immun. 42:33-41). 

15 Une souche de Salmonella typhimurium aroA (Hoiset, S.K. et al. 1981. Nature 
291:238-241) a ete administree.par voie intranasal a un groupe de souris comme 
temoin d'infection par des bacteries Gram negatives. 5 x 10 6 bacteries B. pertussis 

♦ 

en suspension dans du PBS sterile (cellules grattees d'une culture sur milieu 
solide, Bordet Gengou avec du sang defibrine de mouton (BG); Bordet, J. et 

20 Gengou, 0. 1906. Ann. Institut Pasteur (Paris). 20:731-741) ont ete instillees 
nasalement a raison de 25 pi par narine, a des souris OF1 (souche non pure, 
souris femelles agees de 4 semaines) sous anesthesie au pentobarbital. Les 
bacteries S. typhimurium provenant d'une culture sur la nuit a 37°C en milieu 
liquide LB ont ete centrifugees pendant 10 mn a 6000 trs/mn, et le culot a ete 

25 resuspendu dans du PBS sterile a une concentration de 2 x 10 3 bacteries/ml. Les 
souris ont alors ete instillees avec 50 pi de la solution bacterienne. Les poumons 
de 3 souris ont ete preleves 3 heures apres rejection, puis a 7, 14, 21, 28 et 35 
jours apres injection. Les poumons ont alors ete homogeneises dans 5 ml de PBS 
sterile, puis les bacteries comptees 3 a 4 jours apres etalement des broyats sur 
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milieu solide BG contenant 100 pg/ml de streptomycine et 25 pg/ml d'acide 
nalidixique (BGSN). Pour simplifies le terme « souris X » pour « souris immunisees 
par X » a ete utilise. 

Dans un premier temps, la capacite des differentes souches attenuees de 

♦ 

B, pertussis a coloniser le tractus respiratoire des souris a ete verifiee. Comme le 
montre la figure 1A, le nombre des bacteries BPRA augmente dans les poumons 
des souris durant les sept premiers jours suivant ('instillation, puis chute au cours 
des quatre semaines suivantes, de la meme maniere que la souche sauvage 
BPSM, mais leur cinetique d'elimination est plus rapide. La souche BP347, 
deficiente dans la production des facteurs de virulence, est incapable de se 
multiplier durant la premiere semaine, et 14 jours apres Timmunisation, aucune 
bacterie n'est retrouvee dans les poumons. Enfin, S. typhimurium, microorganisme 
colonisant le tractus gastro-intestinal apres une infection par voie orale, est 
rapidement elimine car incapable de coloniser les muqueuses des voies 
respiratoires. Un groupe de souris temoin a re?u intranasalement 50 pi de PBS 
sterile. 

Une seconde infection intranasale avec la souche sauvage (5 x 10 6 
bacteries BPSM/50 pi PBS) est realisee 35 jours apres rimmunisation nasale des 
souris avec les differentes souches bacteriennes. Les soufis temoins PBS et les 
souris S. typhimurium montrent une courbe de colonisation similaire (figure 1B). 
Chez, les animaux BPSM et BPRA, le nombre de bacteries diminue rapidement 
apres la seconde infection par BPSM. 7 jours plus tard, la quantite de bacteries 
presentes dans les poumons des souris BPRA est 300 fois plus faible que chez les 
souris PBS, et est semblabje a celle observee chez les souris BPSM. Par contre, 
durant la premiere semaine suivant Tinfection, les bacteries BPSM semblent 
coloniser les poumons des souris BP347 de la meme maniere que les poumons 
des souris PBS. Neanmoins, une semaine plus tard, les animaux BP347 presentent 
une reduction du nombre de bacteries de I'ordre de 100 fois comparee au groupe 
PBS. 21 jours apres la seconde infection, aucune bacterie n'est detectee dans les 
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poumons des souris BPSM, alors qu'une diminution de I'ordre de 130 fois pour les 
souris BPRA et de 12 fois pour les souris BP347 comparee aux souris PBS est 
observee. 4 semaines apres I'infection, ('elimination quasi totale des bacteries est 
atteinte chez les souris BPRA, alors qu'il en reste encore chez les souris PB347. 

Ces resultats indiquent que seule la souche BPRA, deficiente dans la 
production de PTX, se comporte in vivo de fagon similaire a la souche sauvage et 
qu'une primo infection par rune.de deux souches protege contre une colonisation 
efficace des muqueuses respiratoires par la souche sauvage. 
EXEMPLE 2: 

Analyse histologique de ['inflammation au niveau des poumons 
induite par ['administration intranasale d'une souche de B. pertussis 
deficiente dans la production de la toxine de pertussis. 

Les souris sont immunisees avec 5 x 10 6 bacteries (meme protocole 
d'immunisation que celui decrit dans I'exemple 1) provenant de la souche sauvage 
BPSM ou de la souche BPRA (PTX-). Le nombre de bacteries administrees est 
verifie par prelevement des poumons 3 heures apres administration intranasale et 
par comptage des bacteries apres etalement des broyats pulmonaires. 7 jours 
apres administration, ('observation directe montre des poumons de souris BPSM 
plus volumineux et hemorragiques compares a ceux des souris BPRA qui ne 
presentent que quelques petites regions hemorragiques et ont un volume identique 
a ceux des souris controles (figure 2a). 

Pour analyser I'intensite de Hnfiltration cellulaire, les poumons sont 
preleves 14 jours apres radministration de Tune ou I'autre des souches de S. 
pertussis, lis sont fixes des le prelevement dans du paraformaldehyde a 4%, 
pendant une nuit a 4°C. Apres lavage, les organes sont deshydrates par bains 
successifs Methanol (Merck) a concentrations crbissantes, puis mis en contact avec 
du 1-butanol (Merck) pendant 24h a 4°C pour ameliorer Tinfiltration de la paraffine. 
^inclusion est alors realisee par infiltration de la paraffine (Paraplast Lancer) 4 a 
5h a 56°C. Les coupes sur lames de 6 pm d'epaisseur, sont realisees au 
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microtome. Prealablement au marquage, les coupes sont deparaffinees au 
toluene (Merck) et rehydratees. La rehydration des coupes, realisees par des 
bains d'alcool en concentrations decroissantes, se termine pour un bain de tampon 
TBS (Tris HCI 10 mM, NaCI 150 mM, pH 7 t 4). La coloration des noyaux cellulaires 
est effectuee par contact durant 10 mn avec de I'hematoxyline, suivi d'un ringage 
des lames pendant 40 mn sous I'eau courante, Les photographies des coupes sont 
realisees avec un objectif x10. On observe une infiltration cellulaire au niveau des 
poumons a la fois chez les souris BPSM et BPRA, les poumons d'une souris saine 
etant utilises comme temoin negatif (figure 2b). Cependant, alors que I'infiltration 
cellulaire est legere et limitee a la peripherie des voies superieures pour les souris 
BPRA (figure 2d), elle apparait massive et a gagne jusqu'aux alveoles des 
poumons pour les souris BPSM (figure 2c). 

Ces observations indiquent que la souche BPRA, deficiente dans la 
production de PTX, induit une reaction inflammatoire au niveau pulmonaire 
beaucoup plus faible que celle provoquee par I'administration nasale de la souche 
sauvage BPSM. 
EXEMPLE 3: 

Analyse de la reponse immune serigue anti-FHA apres administration 
intranasale des differentes souches bacteriennes . 

Les titres de la reponse IgG totale anti-FHA sont determines dans le 
serum des souris, 28 jours apres administration intranasale des souches de S. 
pertussis (BPSM, BPRA, BP347) ainsi qu'un mois apres une seconde infection 
avec BPSM (meme protocole que celui decrit dans I'exemple 1. Les souris sont 
saignees par ponction au niveau du plexus retroorbital et les serums sont 
conserves a -20°C jusqu'a leur analyse par technique ELISA. 

Durant Tintervalle de temps 28-63 jours, les titres de la reponse IgG anti- 
FHA ont double dans chaque groupe de souris immunisees par les differentes 
souches de B. pertussis (figure 3), De maniere interessante, les souris BPRA 
presentent une reponse anti-FHA 4 fois superieure a celle observee chez les souris 
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BPSM, difference observee 28 jours apres immunisation ou apres la seconde 
infection par BPSM. Ces resultats sont retrouves indistinctement lorsque les tests 
ELISA sont effectues contre de la FHA purifiee a partir de la souche BPSM ou 
BPRA. ' 

5 Afin de determiner si les differences dans la reponse serique anti-FHA des 

souris BPSM et BPRA etaient uniquement quantitatives et/ou qualitatives, le profil 
de la reponse anti-FHA a ete realise par ELISA. 

L'analyse des cinetiques de reponse .specif ique montre, 14 jours apres 
administration intranasal, la presence d'lgGI (figure 4a), d'IgG2a (figure 4b) et 

10 d'lgG2b (figure 4c) dans le serum des souris BPRA, alors que des lgG2a et des 
lgG2b sont detectees chez les souris BPSM uniquement un mois apres 
immunisation. Dans ces deux groupes cle souris, la seconde infection par BPSM a 
induit une augmentation de la reponse lgG2a et lgG2b anti-FHA. D'autre part, alors 
qu'une forte augmentation de la reponse lgG1 specifique est observee chez les 

15 souris BPRA, une production faible et transitoire est detectee chez les souris BPSM 
une semaine apres la seconde infection, Un mois apres cette infection, une 
diminution du taux d'lgGI et d'lgG2b est detectee dans le serum des souris BPRA 
alors que le taux d'lgG2a reste stable. L'analyse de la reponse IgA serique anti- 
FHA montre, une semaine apres la seconde infection par .BPSM, une production 

20 elevee d'lgA specifique dans le serum des souris BPSM (figure 4d). Une semaine 
plus-tard, ce niveau d'lgA serique est atteint chez les souris BPRA, suivi 7 jours 
plus tard par la detection d'lgA anti-FHA dans le serum des souris BP347 et des 
souris typhimurium. 

Ces cinetiques de distribution de la reponse isotypique anti-FHA mettent 

25 done en evidence une reponse serique specifique plus precoce et plus elevee dans 
le serum des souris BPRA (PTX-) comparee a celle retrouvee dans les souris 
BPSM(PTX + ). 

Une des hypotheses qui pourrait expliquer ces resultats serait que la 
quantite de FHA exprimee a la surface et/ou secretee par la souche BPRA soit 
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superieure a celle produite par la souche sauvage BPSM. Une analyse par 
immunoblot a 1'aide d'un anticorps polyclonal de rat anti-FHA, a ete realisee sur 
des surnageants de culture et'des lysats cellulaires provenant d'une culture liquide 
des differentes souches de S. pertussis en milieu Stainer-Scholte (Stainer, D.W., 
and Scholte, MJ. 1971. J. Gen. Microbiol. 63:211-220) contenant 1g/l de 2,6-0- 
dimethyl-p-cyclodextrine (Imaizumi, A. et al. 1983. Infect. Immun. 41:1138-1143). 
Cette etude a mis en evidence des quantites similaires de FHA produites par la 
souche BPRA et BPSEM. 

Une. activite potentiellement immuno-regulatrice de la PTX, qui agirait 
comme un element immunosuppresseur, pourrait etre a I'origine de la faible 
intensite de la reponse anti-FHA chez les souris BPSM (PTX+) comparee a celle 

■ 

obtenue chez les souris BPRA (PTX-). Une etude de la reponse lgG2a, plus 
sensible que la reponse IgG totale, centre les antigenes totaux des bacteries 
BP347 et BPSM a ete realisee sur les serums de chaque groupe de souris. Pour 
preparer les antigenes totaux, les bacteries ont ete striees sur des boites BGS, puis 
apres 48h de culture, remises en suspension a une concentration de 2,5 x 10 
bacteries/ml dans du PBS contenant 0,5 mM de PMSF. et 1 mM d'EDTA. La 
suspension cellulaire est ensuite lysee par deux passages successifs dans une 
presse de French. Les taux d'anticorps diriges contre les antigenes de la souche 
BP347 (anticorps anti-BP347) sont similaires dans les serums des souris BPSM et 
BPRA (figure 5a), alors que de legeres differences sont notees quant aux niveaux 
de la reponse anti-BPSM avec une reponse plus elevee chez les souris BPRA, 
probablement liee au taux d'lgG2a anti-FHA (figure 5b). De plus, alors que le 
niveau des anticorps anti-BP347 decroit progressivement dans le serum des souris 
BPSM et BPRA, la reponse lgG2a anti-BPSM continue a augmenter au moins 
jusqu'a 28 jours apres la seconde infection par BPSM, et ce de maniere parallele a 
la reponse lgG2a anti-FHA. 
EXEMPLE 4: 
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Etude du role de Tactivite enzymatique de PTX sur la reponse serique 
anti-FHA . 

La PTX est une proteine oligomerique composee de 5 sous-unites, 
appelees S1 a S5 Cette holotoxine possede une structure de type A-B ou A 

5 correspond a la sous-unite S1 exprimant I'activite enzymatique ADP- 
ribosyltransferase et NAD glycohydrolase (Katada, T. et a!.. 1983. Arch. Biochem. 
Biophys. 224:290-298). Cette proteine possede 2 cysteines qui forrrient un pont 
disulfure quand la toxine est secretee par la bacterie. Une de ces cysteines (cys- 
41) est situee pres du site de fixation du NAD sur I'enzyme (Locht, C. et al. 1990. J. 

10 Biol. Chem. 265:4552-4559) et est essentielle a la stabilite de la sous-unite S1 
chez 8. pertussis. Afin de determiner le role de I'activite enzymatique de PTX sur la 
reponse anti-FHA, un groupe de souris a re?u 5 x 10 6 bacteries d'une souche de B. 
pertussis contenant le gene codant la toxine integree dans le chromosome et 
appelee BPRA(pPT2), ou BPDS1, dans laquelle le residu cys-41 de S1 a ete 

15 delete. (Antoine, R. et al. 1990. Infect. Immun. 58:1518-1526). La sous-unite S1 est 
indetectable dans le surnageant de culture de cette souche, mais Toligomere B, 
composant qui permet la fixation aux cellules cibles, peut etre assemble et secrete. 
La capacite de la souche BPDS1 a coloniser le tractus respiratoire des souris ainsi 
que Tinfiltration cellulaire observee au niveau pulmonaire 14 jours apres 

20 administration est identique a celui de la souche BPRA. La cinetique de la reponse 
serique anti-FHA apres administration de la souche BPDS1 par voie intranasale (5 
x 10 6 bacteries/50 pi PBS) a ete analysee sur 2 mois. Le taux observe d'anticorps 
IgG anti-FHA des souris BPDS1 est similaire a celui des souris BPRA et superieur 
a celui detecte dans le serum des souris BPSM (figure 6). 

25 Ces resultats indiquent que I'activite enzymatique de PTX est impliquee 

dans la reduction de la reponse serique contre I'adhesine majeure de S. pertussis, 
laFHA. 
EXEMPLE 5 : 

Construction chromosomique d'une souche recombinante deficiente 
30 dans la production de toxine de fi. pertussis (BPNX) exprim ant une proteine 
Sm28GST modifiee de S, mansoni. 

Une souche recombinante attenuee de 8, pertussis a ete construite afin 
de verifier la correlation entre la deletion chromosomique du gene codant pour PTX 
et I'augmentation de la reponse anticorps serique dirigee contre un antigene 
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heterologue fusionnee a la FHA apres administration intranasale de cette 
souche recombinante attenuee. L'antigene heterologue modele est un glutathion S- 
transferase de 28 kDa de Schistosoma mansoni (Sm28GST) (Balloul, J.M. et al. 
1987. Nature (London). 326:149-153). 

Pour eliminer le gene de PTX du genome de la souche virulente BPGR60 

(Sm R t Gen s , Nal R ) de B, pertussis, exprimant une Sm28GST modifiee de S. 

mansoni en fusion avec la FHA (Renault-Mongenie, G. et al. 1996. Proa Natl. 

Acad. Sci. USA. 93:7944-7949), celle-ci est croisee sur un milieu solide BG avec la* 

souche mobilisante £ coli: S17-1 (pRIT13295) (Sm s ; Gen R , Nal s ), le plasmide 

pRIT13295 possedant les regions flanquantes 5' et 3' du gene PTX (Antoine, Locht 

1990 Infect Immun. 58:1518-1526). Les evenements de double recombinaison 

homologue ont lieu au niveau des regions flanquantes de ce gene. Apres 

* 

conjugaison, les bacteries ayant subi les deux evenements de recombinaison sont 
selectionnees sur des milieux selectifs comme decrit precedemment (Antoine, et 
Locht, 1 990. Infect. Immun. 58: 1 51 8-1 526). 

La conservation de I'antigenicite de la proteine de fusion FHA-Sm28GST 
et la perte de la capacite de la souche recombinante attenuee BPNX a exprimer la 
PTX sont verifiees par Western-blot apres separation de la fraction proteique issue 
du surnageant de culture et celle associee aux cellules par SDS-PAGE sur un gel a 
10%. La reconnaissance de la proteine de fusion est realisee en utilisant des 
anticorps polyclonaux de rats diriges contre la FHA et des anticorps polyclonaux de 
rats diriges contre le peptide 190-211 de la Sm28GST. La toxine est identifiee dans 
les surnageants de culture des souches BPSM et BPGR60 a I'aide d'un anticorps 
monoclonal des souris 1B7 dirigee contre S1 ( Sato et al, Infect. Immun., 46, 422- 
428, 1984) alors qu'elle n'est pas detectee dans les surnageants des souches 
BPRA et BPNX (figure 7). 

La souche BPNX a ete deposee le 8 Octobre 1996 aupres de la CNCM 
sous le n° 1-1770. 
EXEMPLE 6: 

Immunogenic^ de la souche recombinante BPNX 
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La colonisation de la souche recombinante BPNX chez la souris OF1 a 
ete verifiee (comme cela a ete decrit pour la souche BPRA dans I'exemple 1) et 
montre une cinetique de colonisation des poumons identique a celle de la souche 
sauvage de B. pertussis. 

L'intensite de la reponse serique IgG anti-Sm28GST obtenue chez des 
souris ayant re?u 5 x 10 6 bacteries/50pl par voie intranasale de la souche BPNX 
est comparee a celle obtenue apres administration de la souche BRGR60. Une 
restimulation des souris est effectuee, 2 mois apres rimmunisation avec les 
souches recombinantes de B. pertussis, par administration intranasale de 20 pg 
d'antigene recombinant (rSm28GST produite chez E coli) dans du PBS. La 
cinetique de la reponse immune serique est effectuee sur des groupes de 3 a 5 
souris pour chaque temps. 

Alors qu'aucune reponse serique specifique de la Sm28GST n'est obtenue 
apres administration nasale de la souche recombinante virulente BPGR60, des IgG 

i 

anti-Sm28GST sont detectes des le 14ieme jour suivant I'administration de la 
souche recombinante attenuee BPNX et leur production augmente de maniere 
continue jusqu'a 35 jours apres administration (figure 8). Deux mois apres 
immunisation, une legere diminution de ce taux d'anticorps serique anti-Sm28GSt 
est observee chez les souris BPNX alors que cette reponse n'est toujours pas 
detectee chez les souris BPGR60. Dans les semaines qui suivent le rappel avec la 
rSm28GST, une production d'anticorps anti-Sm28GST est mise en evidence chez 
les souris BPGR60, mais elle reste plus faible que celle obtenue chez les souris 
BPNX. 

Ces resultats montrent done une correlation entre la deletion 
chromosomique du gene codant pour PTX et • ('augmentation de la reponse 
anticorps serique dirigee contre un antigene heterologue fusionne a la FHA. A 
quantites de bacteries similaires, une seule administration par voie intranasale 
d'une souche recombinante attenuee de 8. pertussis permet done d'induire une 
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reponse serique specifique de I'antigene heterologue fusionne a la FHA, 
alors qu'un rappel etait necessaire avec la souche recombinante virulente. 
EXEMPLE 7: 

Fabrication de liposomes contenant un antigene d'interet et 
5 presentant en surface [a FHA. 

L'antigene utilise est I'enzyme glutathion S-transferase de S. mansoni, 
proteine de 28 kD, qui induit une immunite protectrice chez le mammifere, en 
reduisant le nombre de vers adultes et en diminuant la fecondite de ces vers. Le 
modele de la Sm28GST a ete utilise comme antigene d'interet pour ('amelioration 

10 de ces liposomes. 

Le principe est de fixer la FHA, adhesine majeure de B. pertussis qui 
possede au moins trois activites de fixation a plusieurs types cellulaires, a la 
surface des liposomes pour que ceux-ci adherent aux muqueuses par cet 
intermediate. Les resultats obtenus montrent que la presence de la FHA a la 

15 surface de liposomes contenant de la Sm28GST induit un effet dose reponse sur la 
reponse serique specifique de la Sm28GST. Get effet serait du au fait que la 
presence de cette adhesine de B. pertussis a la surface des liposomes entraine 
une augmentation du nombre de particules atteignant les sites inducteurs. D'autre 
part, une homogeneisation de la reponse serique specifique est observee apres 

20 administration de ces liposomes Sm28GST/FHA. . 

- Des liposomes DPPC/DMPG (dipalmitoylphosphatidylcholine: 
dimiristoylphosphatidylglycerol) dans un rapport 9/1 formes par hydratation de 
preparations seches (Phillips; N. et al. 1996. Vaccine. 14:898-904) ont ete utilises. 
La FHA a ete purifiee a partir de surnageants de culture de fl. pertussis (souche 

25 BPRA) par passage sur une colonne d'heparine. On a verifie que les proprietes 
observees n'etaient pas dues a la presence d'endotoxines dans cette preparation. 
Des souris OF1 (outbred) dont I'heterogeneite genetique est la plus representative 
de ce que Ton peut observer dans une population humaine ont ete utilisees. 



L'administration de liposomes DPPC/DMPG contenant de la Sm28GST a 
des souris OF1 a permis d'obtenir une reponse immune serique et secretaire 
specifique de la Sm28GST. 

Afin d'observer un effet d'amelioration de la reponse immune du a 
I'utilisation de FHA a la surface des liposomes, les conditions sub-limites 
d'obtention d'une reponse immune avec des liposomes Sm28GST ont ete 
determinees. L'instillation nasale a 15 jours d'intervalie de liposomes fabriques 
avec differentes doses de Sm28GST (5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,2 mg/ml) pour une 
quantite de 2(jM de phospholipides par animal et par injection, a montre que ia 
quantite de 1 mg/ml donnait une reponse immune faible mais decelable. 

Les conditions de fabrication des liposomes qui permettent d'obtenir la 
presence de FHA a la surface ont aussi ete determinees. La FHA possede des 
sequences hydrophobes qui devraient lui permettre de s'inserer facilement dans les 
liposomes. Cependant, I'ajout de FHA a des liposomes Sm28GST deja fabriques 
n'a pas donne de resultats satisfaisants. Par contre, lorsque la FHA a ete ajoutee a 
la solution de Sm28GST pour la rehydration du film lipidique et la fabrication de 
liposomes, a permis d'obtenir des liposomes mixtes. La presence de FHA et de 
Sm28GST a la surface du liposome a ete visualisee en utilisant un anticorps 
polyclonal contre la FHA, ou un anticorps polyclonal contre la Sm28GST. 
EXEMPLE 8 : 

... Augmentation de la reponse immune en fonction de la quantite de 
FHA. 

Des souris OF1 ont ete immunisees par deux instillations a 15 jours 
d'intervalle (5 groupes contenant une quinzaine d'animaux chacun). Un groupe 
controle a ete immunise avec du PBS, un groupe a ete immunise avec des 
liposomes fabriques avec 1 mg/ml de Sm28GST. Les trois autres groupes 
comprenaient des liposomes fabriques avec 1 mg/ml de Sm28GST et 
respectivement 0.6 pg/ml; 6 pg/ml; 60 ^g/ml de FHA. On a verifie par Western-blot 
apr£s separation de la preparation liposomale par SDS-PAGE en utilisant un gel 
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12% que la quantite de Sm28GST incorporee dans les liposomes etait 
identique dans les limites de resolution de la technique, en absence ou quelle que 
soit la quantite de FHA presente dans la solution de depart. La reconnaissance des 
proteines est realisee en utilisant des anticorps polyclonaux de rats diriges contre 
la FHA et des anticorps polyclonaux de rats diriges contre le peptide 190-211 de la 
Sm28GST (figure 9). 

Les souris ont ete saignees 2 semaines apres la derniere injection. 
Uanalyse des pools de serum a montre une augmentation de la reponse anti- 
Sm28GST lgG(H+L) directement dependante de ia quantite de FHA utilisee (figure 
10). La reponse anti-FHA IgG (H+L) n'a ete detectee que dans le groupe 
comportant la plus forte dose de FHA (figure 10). 

Uanalyse des serums individuels a montre une homogeneisation de la 
reponse dans le groupe comportant une forte dose de FHA (tableau ). Uanalyse 
des isotypes obtenus a mis en evidence une reponse mixte: (presence d'lgGI, 
d'lgG2a et d'lgG2b). Les courbes obtenues ont le meme profil que la courbe 
lgG(H+L) a la fois pour la Sm28GST et pour la FHA. Une reponse mixte etait aussi 
obtenue pour des liposomes contenant seulement la Sm28GST. Aucun effet de 
polarisation de la reponse n'a done ete observe. 
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TABLEAU 

Analyse de la reponse anti-Sm28GST lgG(H+U des serums individuels a J27 



type de liposomes 


souris positives 
Sm28GST 


souris positives FHA 


A:Sm28GST/FHA(60) 


16/16 


16/16 


B:Sm28GST/FHA(6) 


10/16 


1/16 


C:Sm28GST/FHA(0,6) 


5/15 


0/15 


D:Sm28GST 


5/15 


0/15 


E: PBS 


temoin 

* * 


temoin 



2768928 

25 

REVEND1CAT10NS 

1. Utilisation de la FHA pour la fabrication de medicaments pour 
la stimulation de la reponse immunitaire. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que la 
5 FHA est associee a une molecule heterologue presentant un epitope, 

dont elle potentialise Taction. 

3. Liposome comprenant au moins une partie de la proteine 
FHA et au moins une proteine heterologue a la proteine FHA. 

4. Liposome selon la revendication 3 caracterise en ce que 
io ladite proteine heterologue comprend au moins un epitope d'une 

proteine susceptible d'etre exprimee lors d'affections des voies 
respiratoires superieures ou inferieures. 

5. Composition pharmaceutique contenant une quantite 
pharmacologiquement efficace de liposomes selon Tune des 

1 5 revendications 3 et 4 et eventuellement des excipients 
pharmacologiquement compatibles. 

6. Medicament contenant des liposomes selon Tune des 
revendications 3 et 4. 

20 
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